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A. Einleitung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit am Tiermodell war die Untersuchung der Wirkung des 3-
Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl (HMG)-CoA-Reduktase-Inhibitors Rosuvastatin  auf die

vaskuliare Funktion bei Diabetes.

A. L. Diabetes mellitus

Definitionsgemd handelt es sich um einen Diabetes mellitus, wenn der
Niichternblutzuckerwert 126mg/dl {ibersteigt, bzw. zwei Stunden nach einem oralen
Glukosetoleranztest der Blutglukosewert iiber 200mg/dl liegt. Bevor es zum Vollbild eines
manifesten Diabetes mellitus Typ 2 kommt, besteht eine lange Periode der so genannten
Insulinresistenz, bei welcher Dyslipiddmie, arterielle Hypertension und Glukoseintoleranz
entscheidende Storungen des Stoffwechsels darstellen.' Wihrend dieser Periode liegen die
Blut-Glukosewerte nahezu im normalen Bereich, da die Insulinresistenz durch eine
kompensatorische =~ Hyperinsulindmie ausgeglichen werden kann. Erst wenn der
Kompensationsmechanismus iiber die Beta-Zellen des Pankreas versagt, entwickelt sich eine
gestorte Glucosetoleranz, charakterisiert durch eine postprandiale Hyperglykimie.” Eine
postprandiale bzw. chronische Hyperglykdmie bei Diabetes hat auf eine Vielzahl von
Zellfunktionen einen schidlichen Einfluss, vor allem jedoch auf das Gefdendothel, die
glatten Gefimuskelzellen und die Thrombozyten.’

Die Daten aus aktuellen Statistiken verdeutlichen, wie wichtig die Etablierung neuer und
ergianzender Therapieansitze zur Behandlung der Volkskrankheit Diabetes mellitus ist: So
leiden derzeit ca. sieben Millionen Menschen in Deutschland und 17 Millionen Amerikaner
an Diabetes. Demnach sind 2006 beinahe 10% aller Deutschen an Diabetes erkrankt (mit
steigender Pridvalenz im Alter) und es ist anzunehmen, dass die Zahl der Betroffenen in den
néichsten Jahren stark zunimmt*”, bis sie sich Schitzungen zufolge in 15 Jahren verdoppelt
haben wird.° Aufgrund des modernen Lebensstils mit Bewegungsmangel und Ubererniihrung
manifestiert sich der Typ 2 Diabetes immer friiher, so dass heute auch schon eine grofle Zahl
an Kindern davon betroffen ist. Das Lebenszeitrisiko fiir Diabetes mellitus liegt in der weillen
westeuropdischen Bevolkerung bei etwa 30 %.0 Das bedeutet, dass beinahe jeder Dritte
,Diabetesgene” besitzt und unter entsprechenden Lebensumstinden daran erkranken kann.
Aus Daten der Hessischen Versichertenstichprobe wurden die durch Diabetes entstandenen

Gesamtkosten ermittelt: demnach wurden 2001 - hochgerechnet auf ganz Deutschland - 14,6



Mrd. Euro allein fiir die Behandlung des Diabetes mellitus ausgegeben, mit Einbeziehung der
indirekten Kosten (Lohnausfall und dergleichen) sogar iiber 30 Mrd. Euro.” Zum Vergleich:
Die Kosten des deutschen Verteidigungshaushaltes fiir das Jahr 2008 sind mit rund 29,45
Mrd. Euro geplant
(http://www .bundestag.de/dasparlament/2007/49/innenpolitik/18535154.html).

Bei einer Anstiegsrate der Zahl der Diabetiker um derzeit jdhrlich 5 % und gleichzeitiger
tiberproportionaler Steigerung der Behandlungskosten ist Diabetes ein bedrohlicher Faktor fiir
die zukiinftige Finanzierbarkeit des Gesundheitssystems.5 Fir diese hohen Kosten
hauptsichlich verantwortlich sind eine Vielzahl von Komplikationen und Langzeitfolgen, die
durch einen chronischen Diabetes verursacht werden. Betroffen ist in erster Linie das
kardiovaskulire System.

Eine diabetische Grunderkrankung verschlechtert beispielsweise die Genesung von Patienten
mit akutem Koronarsyndrom und erhoht sowohl das Risiko fiir einen Myokardinfarkt
wihrend des Krankenhausaufenthaltes, wie auch die Komplikations- (z.B. Re-
Thrombosierung nach perkutaner Koronarintervention’”) und Sterblichkeitsrate nach
Myokardinfarkt.10 Neben den KoronargefiBen sind die extrakranialen hirnversorgenden
Gefdle von schiddigenden Einfliissen durch Diabetes besonders betroffen und weisen
dementsprechend hohe Atherosklerose-Raten auf.’ Jeder dritte Patient mit Schlaganfall ist
Diabetiker'', und das Risiko, nach einem Insult an dessen direkten Folgen zu versterben oder
eine Demenz zu entwickeln, ist signifikant erhoht im Vergleich zu Schlaganfallpatienten ohne
Diabetes.'? Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) ist unter Diabetikern dre1 bis
vier mal hdufiger vertreten als in einer gesunden Vergleichsgruppe13;14 und tritt auch verstérkt
symptomatisch in Erscheinung. Die Rate an nichttraumatischen Amputationen ist bei
Diabetikern (25 Jahre nach der Erstdiagnose) im Vergleich zur nicht-diabetischen
Gesamtbevolkerung deutlich erhoht: fiir eine Amputation direkt unterhalb des Kniegelenks
ergab sich ein beinahe 12-fach hoheres Risiko als bei Nicht-Diabetikern, im Bereich des
VorfuBes sogar ein 400-fach erhohtes Risiko.'> Ca. 50% aller Amputationen im Bereich der
unteren Extremitit werden an Patienten mit Diabetes durchgefiihrt, ein Resultat der
diabetischen Angiopathie, aber auch der diabetischen Neuropathie. tet7
Wundheilungsstorungen bei Diabetikern verldngern die Liegedauer im Krankenhaus nach

operativen Eingriffen und erhohen die Komplikationsrate durch Wundinfektionen.



Anzumerken, dass selbst der protektive Schutz der weiblichen Geschlechtshormone durch den
schiddigenden Einfluss des diabetischen Stoffwechselmilieus nicht nur neutralisiert wird,
sondern Diabetikerinnen sogar hohere Inzidenzraten fiir kardiovaskulidre Ereignisse aufweisen
als ithre ménnlichen Leidensgenossen.18

Eine Optimierung sowohl der priventiven Mallnahmen, als auch der Therapie von Diabetes

zur Vermeidung und Eindimmung der Komplikationen ist aus medizinischer, wie auch aus

wirtschaftlicher Sicht unbedingt erstrebenswert.

A. 1. Pathophysiologie kardiovaskulirer Verinderungen

A.1l. 1. Herz

Der direkte Zusammenhang zwischen Diabetes und Herz-Kreislauf-Erkrankungen
(cardiovascular disease, CVD) fiihrte zu der Erkenntnis der "common soil"—Hypothese.19
Diese besagt, dass Diabetes und CVD die selben genetischen und exogenen Ursachen besitzen
wie beispielsweise die Insulinrestistenz.' Auch die Forschungsergebnisse von Haffner et al.'
beschreiben die enge Verbindung zwischen Diabetes Typ 2 und CVD: Abb.1 zeigt iiber eine
Zeitspanne von sieben Jahren die Inzidenz eines kardiovaskuldren Ereignisses (major adverse
cardiovascular event, MACE; hierzu zdhlen Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Tod aufgrund
eines kardiovaskuldren Ereignisses) im Zusammenhang mit einem vorangegangenen

Myokardinfarkt oder bei diabetischer Grunderkrankung.
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Abb.1: Nach Haﬁ‘nerzo wird die Inzidenzrate fiir ein kardiovaskuldires Ereignis (MACE)
innerhalb von sieben Jahren dargestellt: Ohne vorangegangenen Myokardinfarkt und ohne
diabetische Grunderkrankung (Gesund) betrug die Inzidenz eines MACE 3.5%. Die Inzidenz
unter Nichtdiabetikern mit bereits stattgefundenem Myokardinfarkt (Z.n. Myokardinfarkt)
betrug 18.8%. Bei diabetischer Grunderkrankung ohne vorangegangenen Myokardinfarkt
(Diabetes) lag die Inzidenz bei 20.2%. Bei diabetischer Grunderkrankung sowie
vorangegangenem Myokardinfarkt (Z.n. Myokardinfarkt + Diabetes) betrug die Inzidenz fiir
das Auftreten eines weiteren MACE 45%.

Diese Daten belegen, dass sowohl ein vorausgegangener Myokardinfarkt, wie auch Diabetes
die Inzidenz fiir weitere MACE in etwa derselben Gréenordnung erhdhen (ca. um den Faktor
5-6). Des Weiteren wird ersichtlich, dass beim Zusammentreffen dieser beiden Risikofaktoren
(Diabetes und Z.n. Myokardinfarkt) sich die einzelnen Wahrscheinlichkeiten fiir das
Auftreten weiterer MACE addieren.
Im Folgenden wird erldutert, in welcher Weise Diabetes die Herzfunktion beeinflusst.
Diabetes ist aus drei Griinden ein Risikofaktor fiir die Entstehung von Herzversagen:
1. Die koronare Atherosklerose und deren Komplikationen, wie beispielsweise der
Myokardinfarkt, werden durch Diabetes verursacht oder beschleunigt.”'
2. Diabetes ist hdufig assoziiert mit einer arteriellen Hypertonie.zh22
3. Das Herz, bzw. der Herzmuskel, ist ein Insulin-sensibles Orgam.23 Die diabetische
Kardiomyopathie erhoht das Risiko einer Herzinsuffizienz unabhingig von
Koronarsklerose und Hypertonus24,
wobei der letzte Punkt auf folgende Mechanismen infolge erhohter Blutglukosewerte
zuriickgefiihrt werden kann:
eine nicht-enzymatische Glykosylierung von Proteinen
ein Anstieg des oxidativen Stresses
eine Verinderung von Isoformen der Proteinkinase C*>2,

(Auch andere mogliche pathophysiologische Verbindungen zwischen Diabetes und

Herzinsuffizienz wurden beschrieben, wie etwa die Aktivierung des sympathischen

4



Nervensystems, die diastolische Dysfunktion, erhohte Werte zirkulierender Zytokine, z.B.

TNF- a, u.a.29'31).

A.Il. 2. Thrombozyten

Es wurde beobachtet, dass bei Erkrankungen wie beispielsweise dem akuten Koronar-
Syndrom, der dilatativen Herzinsuffizienz, der Hypercholesterinimie und Diabetes, die alle
mit einer chronischen Endotheldysfunktion einhergehen, die Thrombozyten-Aktivitit erhoht
ist, was sich klinisch in gehduften atherothrombotischen Ereignissen manifestiert. Die
pathogenetische Grundlage hierfiir ist eine reduzierte Bioverfiigbarkeit des bedeutsamen
endogenen Vasodilatators Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO), wie man sie bei einer
diabetischen Stoffwechsellage vorfindet. 3132

Schifer et al. konnten zeigen, dass eine Inhibition der systemischen NO-Bildung beim
gesunden Menschen eine sofortige Thrombozyten-Aktivierung induziert, welche durch
exogene NO-Applikation verhindert werden konnte.”> Eine gesteigerte Thrombozyten-
Reaktivitit wurde als ein moglicher Mechanismus der beschleunigten Atherosklerose-
Entwicklung vermutet 32 wie es bei Patienten mit Diabetes in Form von Mikroembolisationen
und arteriellen Embolien zu beobachten ist. Die Aktivierung von Thrombozyten bewirkt eine
Formverdnderung und Degranulation der Thrombozyten mit rascher Expression von
Adhidsionsmolekiilen,  vor  allem  P-Selektin und  CD40-Ligand an  der
Thrombozytenoberfliche. P-Selektin ist maBgeblich an der Thrombozyten-Adhision an
Leukozyten beteiligt.34 CD40-Ligand ist fiir die Bildung arterieller Thromben und die
Endothel-Aktivierung von Bedeutung, welche bei Diabetes gehaduft auftreten.”

Die Beobachtung, dass Thrombozyten vermehrt an intaktes, aber dysfunktionales Endothel
anheften, und dass die Oberflichenexpression der potentiellen Adhésionsmolekiile unter
diesen Bedingungen verstirkt ist, unterstiitzt die Hypothese, dass das vom Endothel
physiologisch freigesetzte NO die Thrombozyten-Aktivierung in vivo inhibiert. Man
identifizierte NO als einen Inhibitor der Thrombozyten-Aktivierung, -Adhédsion und -
Aggregation.36 Ein Mangel an NO, wie er bei Diabetes im Rahmen einer Endotheldysfunktion

vorliegt, fiihrt also indirekt zu einer Aktivierung der Thrombozyten.32



A. Il 3. GefiBe

Bei den Auswirkungen eines Diabetes auf die Gefdle wird zwischen einer so genannten

Mikro- und Makroangiopathie unterschieden.

Mikroangiopahtie

Die schiadlichen Auswirkungen eines Diabetes sind im Bereich der Arteriolen und Kapillaren
duBerst vielféltig. Betroffen sind vor allem das Auge (Retinopahtie), die Niere
(Nephropathie), die Nerven (Neuropathie) und die Endstromgebiete (Wundheilungsstorungen,
diabetischer FuB, erektile Dysfunktion).

Charakteristisch fiir alle betroffenen Systeme sind ein erhohter mikrovaskuldrer Druck und
BlutfluB, mit daraus resultierender Schidigung des Endothels. Das betroffene Gefidl3 reagiert
mit einer mikrovaskuldren Sklerose, was einen Verlust an vasodilatatorischer
Adaptationsfihigkeit und ein eingeschrinktes Autoregulationsvermogen zur Folge hat. Dies
fiihrt wiederum zu einer Blutdruck- und damit auch Blutflusserhohung im Gefi8.>” Man kann

also von einem Circulus vitiosus mikroangiopathischer Prozesse bei Diabetes sprechen.

Makroangiopathie

Die Makroangiopathie, gekennzeichnet durch arteriosklerotische Verdnderungen der groflen
GefiBe, manifestiert sich hauptsidchlich an den Koronararterien, den Gefdlen der unteren
Extremitit und den Karotiden.” In den Industrielindern sind kardiovaskulire Erkrankungen
die am hiufigsten zum Tode fiihrenden Krankheiten, {iiberwiegend in Form von
Myokardinfarkt und zerebralen Insulten, und in den meisten Féllen verursacht durch

Atherosklerose.

Pathogenese der Atherosklerose
Rudolph Virchow (1821-1902), der von 1849 bis 1855 den Lehrstuhl fiir pathologische
Anatomie an der Universitdt in Wiirzburg innehatte, erkannte bereits, dass im Wesentlichen
drei Pathomechanismen der Entstehung von Thrombosen in vendsen Gefdllen zugrunde
liegen:

1. TIrritationen oder Lisionen der Gefdlinnenwénde.

2. Eine erhohte Koagulationsneigung des Blutes.

3. Eine Storung der Stromungsverhiltnisse des Blutflusses.



Diese dem vendsen System zugrunde liegenden Pathomechanismen werden nach ihrem
Beschreiber als Virchow “sche Trias bezeichnet und lassen sich im Allgemeinen auch auf die
Entstehung atherothrombotischer Herde arterieller Gefie iibertragen.”

Diabetes begilinstigt als sogenannter Risikofaktor erster Ordnung in hohem Mafe die
Progression  der  Atherosklerose.  Erstes  Anzeichen einer  atherosklerotischen
Wandveridnderung ist die Ansammlung von Schaumzellen (eingewanderte Makrophagen mit
eingelagerten Lipidvakuolen) in der Intima. Im weiteren pathogenetischen Verlauf der
Atheroskleroseentstehung kommt es aufgrund einer Stimulation iiber vermehrt freigesetzte
Wachstumsfaktoren zu einer Proliferation glatter Muskelzellen in der Arterienintima, wobei
fibrose Plaques und Verdickungen der GefidBwand entstehen. Diese Muskelzellen
transformieren zu Kollagen-synthetisierenden Zellen und fibrosieren die sie umgebenden
Plaques. Durch ein stindiges Wachstum der Plaques wird das Gefdalumen zunehmend
eingeengt. Des Weiteren induziert die Proliferation der glatten GefidBmuskulatur eine
teilweise Ablosung des Endothels an der betroffenen Stelle.* Die Kontraktion der Gefiiwand
wird dadurch ungerichtet und neigt zu vasomotorischen Spasmen.

In die hyalinisierten Plaques werden vermehrt Kalksalze eingelagert, die zunédchst gedeckten
Plaques werden briichig und drohen durch Dehnung des Gefilles oder die durch den Blutfluss
erzeugte Schubspannung an der luminalen Gefédlseite zu rupturieren. Rupturierte Plaques
dienen wiederum als besonders préidestinierte Anheftungsstellen fiir Thrombozytengerinnsel
und bergen ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten akuter kardiovaskuldrer Ereignisse. Eine
Thrombozytenanheftung an die Plaques hat eine erhohte lokale Zytokin-Freisetzung zur

Folge, es kommt zum Circulus vitiosus der atherogenen Prozesse.

A. I11. Endotheliale Dysfunktion

A. II1.1. Das Endothel: Regulation des Gefidfitonus

Das Endothel ist das groBte endokrine Organ des menschlichen Korpers. Es produziert sowohl
Vasodilatatoren wie NO, Prostacyclin (PGI,) und Bradykinin, als auch die Vasokonstriktoren
Endothelin und Angiotensin I1.*® Kommt es zur Dysfunktion dieses empfindlichen Systems,

so geraten Vasokonstriktion und —dilatation aus dem Gleichgewicht.
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Abb.2: Funktionen der Endothelzelle: Barriere gegen Atherosklerose, sowie Regulation des
Gefdfitonus iiber die Produktion von Vasokonstriktoren und —dilatatoren.”

Im Rahmen einer Endotheldysfunktion lassen sich mehrere pathophysiologische Prozesse an
der GefidBwand beobachten: das Endothel-abhingige Vasorelaxations-Vermogen ist
herabgesetzt, wihrend gleichzeitig der Adhésionsgrad sowohl zwischen Endothel und
Thrombozyten, als auch Endothel und Leukozyten ansteigt und die Gefdpermeabilitit
zunimmt. Zusitzlich kommt es zu einer verdnderten Produktion verschiedener vasoaktiver
Substanzen, welche das Koagulationsgleichgewicht, die Homoostase der extrazelluldren

Matrix und die Physiologie der glatten GefaBmuskulatur beeinflussen.

A.III. 2. Oxidativer Stress

Insulin-Resistenz, eine gestorte Glucose-Toleranz und Diabetes sind assoziiert mit einem
erhohten kardiovaskuldren Risiko und gleichzeitig begleitet von erhohtem oxidativem Stress
im Organismus. Schon mehrmals wurde nachgewiesen, dass Diabetes zum einen mit einer

3:44-47 .
und zum anderen mit einer

erhohten Produktion freier Radikale verbunden ist
Beeintrichtigung der antioxidativen Abwehr einhergeht.‘tg'50 Hohe Werte freier Radikale
verursachen Schiden an Zellproteinen, Membranlipiden und Nukleinsduren und fithren

schlieBlich zum Zelltod, vermutlich iiber Mechanismen wie Aktivierung von



Transkriptionsfaktoren und der Proteinkinase C, sowie ,,Advanced glycation end products*
(AGEs).”!
Chronisch erhohte Blutglukosewerte fithren zu einer Veridnderung der Isoformen, bzw. zu
einer Aktivierung der Proteinkinase C. Dies fordert zum einen die Produktion von
extrazelluldrer Matrix und hat zum anderen eine gesteigerte Aktivitit des ,,Angiotensin
Converting Enzyms* (ACE) zur Folge, welches wiederum die Angiotensin II-Bildung und
den ACE-Substrat-Abbau (z.B. Bradykinin) beschleunigt.38 Angiotensin II aktiviert die
NADPH-Oxidase, wodurch die Superoxidproduktion sowie der Braldykinin—Abbau28
gesteigert und die Bioverfiigbarkeit von NO vermindert werden.” Des Weiteren bewirkt eine
chronische Hyperglykidmie eine verstirkte Glykosylierung von Proteinen zu so genannten
AGEs, welche dadurch ihre urspriingliche Funktion verlieren.*” In der Gesamtheit resultiert
hieraus eine erhohte Kontraktilitit und beeintrichtige Permeabilitit der Gefidfle aufgrund einer
Basalmembranverdickung der Kapillaren, sowie einer Hyalinisierung der Arteriolenwand mit
konsekutiver Diffusions- und Mikrozirkulationssttjrung.41 Urséchlich hierfiir ist zum einen die
Anhdufung von Sorbit in bestimmten Zelltypen und eine daraus resultierende verstirkte
osmotische Wassereinlagerung in diesen Zellen. Die Folgen all dieser Prozesse sind
GefiBschiden besonders der Netzhaut, der Nerven, der Niere und des Herzens. 42
Auch wihrend des natiirlichen Zellstoffwechsels entstehen reaktive Sauerstoff-Spezies
(ROS), also Molekiile oder Atome, die durch ein oder mehrere ungepaarte Elektronen
charakterisiert sind, wie z.B. Superoxid (O,"), Hydroxyl (OH"), Wasserstoffperoxid (H,O,)
und Peroxynitrit (ONOO"). Generiert werden diese natiirlichen ROS bei:>?

A. der Zellatmung in den Mitochondrien

B. dem NADPH-Oxidase-Stoffwechselweg:

NAD(P)H + 20, — NAD(P)" + H' + 20,.”

C. dem entkoppelten NO-Synthase-Stoffwechsel

D. dem Purin-Metabolismus

E. dem Xanthin-Oxidase-Stoffwechselweg
Die Mehrheit dieser natiirlichen ROS wird iiber angeborene antioxidative Puffersysteme
abgefangen, wodurch ein stabiles intrazelluldres Milieu aufrechterhalten werden kann.”
Kommt es jedoch in einem der oben genannten Systeme zu einer Dysregulation oder
Entgleisung, sind die natiirlichen Abpufferungsmechanismen iiberlastet. Es resultiert eine

Anreicherung von ROS in der Zelle.
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Abb.3: Die iiberschieflende Erzeugung reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) in vaskuldiren
Endothelzellen durch Entgleisung der verschiedenen Stoffwechstelwege: (A) Entkopplung der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung; (B) Aktivierung des NAD(P)H-Oxidase-
Systems (NOX) durch Entziindungsmediatoren wie IL-6 und TNF-a, Wachstumsfaktoren wie
TGFp (transforming growth factor-beta) und Angiotensin II; (C) Entkopplung der NO-
Synthese und eine NO-Anreicherung durch positive Riickkopplung iiber Peroxynitrit
(ONOO-) — Bildung; (D), (E) Das Xanthin- Oxidoreduktase (XOR) System;

Aus Mehta et al. Oxidative stress in diabetes: A mechanistic overview of its effects on
atherogenesis and myocardial dysfunction. Int.J.Biochem.Cell Biol. 2006; 38: 794-803.”

Ebenso kann ein Ungleichgewicht dieses Systems durch eine Abnahme der ROS-
Abpufferungsfaktoren erzeugt werden, wie es bei einer Endotheldysfunktion der Fall ist. Von

groBter Bedeutung als antioxidative Substanz im Organismus ist dabei das NO-Molekiil.

A. 111 3. Stickstoffmonoxid (NO)

1988 wiesen Moncada und Palmer erstmals nach, dass der frither sogenannte EDRF
(endothelial-derived relaxing factor) NO ist. Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) ist die
vorherrschende NOS-Isoform in den Gefid3en und der Hauptproduzent von NO im Endothel.
NO wird aus L-Arginin synthetisiert, seine Freisetzung iiber die eNOS erfolgt iiber eine
Ca’*/Calmodulin (CaM)-Aktivierung. Die NO-Produktion des Endothels wird durch eine
Vielfalt von Rezeptor-Agonisten stimuliert, aber auch mittels Schubspannung, die durch den
Blutfluss an der luminalen Gefilwand erzeugt wird. Die NO- Freisetzung via Schubspannung

ist im Gegensatz zu der Rezeptor-vermittelten NO-Freisetzung Kalzium-unabhiingig.™ Wie
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sich herausstellte, ist die endotheliale NO-Produktion sowohl in Bereichen atherosklerotischer
Lisionen, aber auch im Zustand der Insulin-Resistenz vermindert und daher als ein
entscheidender und verbindender Faktor der Pathomechanismen von Diabetes und
Atherosklerose anzusehen.* NO dilatiert die Gefiie durch Stimulation der NO-sensitiven
loslichen Guanylatzyklase (sGC) und einer damit verbundenen Anreicherung von zyklischem
3,5-Guanosinmonophosphat (cGMP) in den glatten Muskelzellen. Dariiber hinaus besitzt NO
einen antiproliferativen Effekt auf die glatten GefdBmuskelzellen (smooth muscle cells,
SMC), welcher vermutlich ebenso iiber cGMP vermittelt wird und zu einer Inhibition der
DNA-Synthese, der Mitogenese und der Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen fiihrt.*
NO wird dariiber hinaus in das GefdBlumen freigesetzt. Dort wirkt es Thrombozyten-
inhibierend, indem die oben erwidhnte cGMP- Anreicherung zu einer Aktivierung der cGMP-
abhingigen Kinase I (¢cGK I) in den glatten GefidBBmuskelzellen fiihrt. Diese induziert
ithrerseits die Phosphorylierung von VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein), einem
Substrat der cGMP- und cAMP-abhingigen  Proteinkinase, = welches  die
Thrombozytenaktivierung hemmt.>*>°

Des Weiteren inhibiert NO auch die Leukozyten-Adhision an der GefiBwand, indem es zum
einen mit dem Adhisions-Molekiil CD11/CD18 auf der Leukozyten-Oberfldche interferiert,
so dass dieses keine Bindung mehr mit dem Endothel eingehen kann; zum anderen
unterdriickt NO die CD11/CD18 Expression auf Leukozyten. Da die Anheftung von
Leukozyten einen frithen pathogenetischen Schritt in der Atherosklerose-Entwicklung
darstellt, ist NO als Inhibitor der Leukozyten-Adhision ein Schutzfaktor gegen die erste
morphologische Manifestation der Atherosklerose. AuBerdem wird die GefidBmuskelzelle
iber eine Verhinderung der Thrombozytenaggregation vor PDGF (platelet-derived-growth-
factor)-Einfliissen abgeschirmt. Daher verhindert NO auch einen spiteren Schritt in der
Pathogenese der Atherosklerose, ndmlich die Bildung fibroser Plaques. Die Summe dieser
vasoprotektiven Effekte erklért, dass endothelial produziertes NO einer der bedeutendsten
Schutzfaktoren gegen Atherosklerose ist.”*

NO ist iiberdies ein direkter Vasodilatator und wirkt daher unabhéngig von der Endothel-
Integritdt. Im Gegensatz dazu induzieren indirekte Vasodilatatoren, wie zum Beispiel

Acetylcholin, eine paradoxe Vasokonstriktion in Gefdabschnitten mit Endothel-Lisionen.™
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A. II1. 4. Entkopplung der endothelialen NO-Synthase

Die eNOS ist der Hautproduzent von NO in den GefdBen. Im normalen Funktionszustand
transferiert eNOS Elektronen von NADPH mittels Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und
Flavin-Mononukleotid (FMN) in der Reduktase-Einheit des Enzyms zum Eisen der
Oxygenase-Einheit. Dort wird das Substrat L-Arginin zu L-Citrullin und NO oxidiert.
Dieser physiologische Fluss der Elektronen erfordert folgende Voraussetzungen:

1. das Enzym muss in seiner Form als Dimer vorliegen

2. die Anwesenheit des Substrates (L-Arginin)

3. die Anwesenheit des Kofaktors Tetrahydrobiopterin (BH4), welches ein starkes

natiirliches Reduktionspotenzial aufweist

4. die Anwesenheit molekularen Sauerstoffs als Ko-Substrat

%$ Oxygenase Doménen

Homodimer

Abb. 4: Schematische Darstellung der eNOS-Struktur und der von eNOS katalysierten
Reaktion. Alle NOS-Enzyme sind Homodimere, bestehend aus zwei identischen
Untereinheiten. Jede dieser Untereinheiten besitzt eine Reduktase- und eine Oxygenase-
Domdine. Kofaktoren der Reduktase-Einheit sind Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und
Flavin-Mononukleotid (FMN). Sie iibernehmen Elektronen von NADPH und iibertragen diese
auf das Eisen (Fe) der Oxygenase-Domdne. Unter Anwesendheit des Substrates L-Arginin
und des Kofaktors BH4 als Reduktions-Agens erzeugt ein intaktes NOS-Dimer mittels einer
Fe- und O2-Reduktion iiber die Zwischenstufe der N” -Hydroxy-L-Arginin (N” -OH-L-Arg)-
Oxidation schlieflich NO und L-Citrullin.*
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Unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen, wie beispielsweise bei Diabetes (aber
auch arterieller Hypertonie, Hypercholesterinimie und chronischem Nikotinabusus) steigt die
ROS-Produktion in den GefdBwinden an. Man identifizierte die NADPH-Oxidase als einen
Hauptproduzenten von ROS und stellte fest, dass dieses Enzym unter diabetischen
Stoffwechselbedingungen verstidrkt exprimiert wird.””™ Ebenso ist bei Diabetes die eNOS-
Expression gesteigert, um die vermehrt anfallenden Superoxide mit einer Erhéhung der NO-
Konzentration abzufangen. Man entdeckte jedoch, dass es trotz eines Anstieges der eNOS-
Expression zu einer reduzierten Endothel-abhéngigen Relaxation, bzw. Dilatation der Gefélle

57-59
kommt

, was folgendermallen zu erkliren ist:

Das Superoxidanion reagiert stark mit NO unter Entstehung von groBen Mengen Peroxynitrit
(ONOQO-), einer sehr instabilen und reaktionsfreudigen Substanz, und somit einem potenten
Oxidationsmittel. BH4 ist duBerst Oxidations-anfillig, so auch verstirkt in der Anwesenheit
von Peroxynitrit. Die Oxidation von BH4 zum inaktiven BH2, sowie eine Schidigung des
Zink-Thiols an der Verbindungsstelle der eNOS-Dimere durch Oxidation fiihren zu einer

Entkopplung der eNOS.***

Im entkoppelten Zustand produziert die Oxygenase-Domine der
eNOS unabhingig von NO-Feedbackmechanismen selbst Superoxid, wie es in einigen in vitro

Studien und im Tiermodell bewiesen werden konnte.>*
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Abb.5: Kardiovaskuldre Erkrankungen erzeugen oxidativen Stress und endotheliale
Dysfunktion. Durch eine Schidigung des kardiovaskuliren Systems kommt es zu einer
erhohten Expression sowohl der NADPH-Oxidase in der Gefdfswand, als auch der eNOS. Ihre
jeweiligen Endprodukte reagieren zusammen zu Peroxynitrit (ONOO-). Dieses oxidiert den
eNOS-Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) und/oder beschdidigt den Zink-Thiol-Anteil der
eNOS durch Oxidation. Als Folge daraus produziert eNOS unabhiingig von der NO-
Konzentration Sauerstoffradikale durch eine chemische Reduktion; die funktionale eNOS
entkoppelt zu einem Superoxid-produzierendem Enzym, welches zur Bildung von oxidativem
Stress in den Gefdfien maf3geblich beitrigt. PKC= Proteinkinase c>*
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A. TIV. Statine

Erstmals eingefiihrt in der Behandlung der CVD wurden die Statine im Jahr 1987. Sie
inhibieren die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA) -Reduktase
tiberwiegend in der Leber (aber auch in Muskelzellen) und hemmen somit den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der endogenen Cholesterinsynthese, die Deacylierung
von HMG-CoA zu Mevalonsiure durch die HMG-CoA-Reduktase.*

Alle Statine besitzen denselben Wirkmechanismus, ndmlich die kompetitive Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase durch Blockade der Bindungsstelle fiir HMG-CoA.®' Die Hemmung
der Cholesterinsynthese in der Leber fiihrt wiederum zu einer Hochregulation der hepatischen
Low-Densitiy-Lipoprotein (LDL) -Rezeptoren und dadurch zu einer vermehrten Aufnahme
von LDL-Cholesterin aus dem Blut in die Hepatozyten62, woraus eine Reduktion der
atherogenen Lipoproteine im Blut resultiert. Weiterhin gemeinsam ist den Statinen die HMG-
dhnliche Seitenkette als Pharmakophor, an welchem jedoch jeweils verschiedene chemische
Gruppen angeheftet sind. Dadurch variieren die Bindungsaffinitit zur HMG-CoA-
Reduktase™®, die Affinitit zu hepatischem und nicht-hepatischem Gewebe®, die
Bioverfiigbarkeit im systemischen Blutkreislauf fiir die Aufnahme in nicht-hepatische

Gewebe, sowie die Verstoffwechselung und Elimination® der unterschiedlichen Statine.

A. IV. 1. Pleiotrope Effekte

Zusatzlich zu der Lipidsenkung besitzen Statine Cholesterin-unabhingige positive
Auswirkungen auf das Gefdlsystem, so genannte ,pleiotrope Effekte*. Hierzu zihlen
insbesondere die Verbesserung der NO-abhingigen Endothelfunktion, antioxidative und
antiinflammatorische®® Effekte sowie eine gesteigerte Bildung von gefidB3protektiven
Progenitorzellen®. Mechanistisch konnen diese Beobachtungen u. a. dadurch erklirt werden,
dass die Hemmung der Mevalonatsynthese durch Statine nicht nur die Cholesterinsynthese,
sondern auch die Formation der Intermedidrprodukte des Syntheseweges, die Isoprenoide,
vermindert.*’

In vitro-Studien von Laufs et al.®® konnten zeigen, dass Statine die eNOS-Aktivitit in
kultivierten menschlichen Endothelzellen®” (aber auch Myozyten und interstitiellen
Fibroblasten im Herz®®) anregen. Dadurch wird die endotheliale NO-Produktion durch HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren gefdrdertég, die NO-Bioverfiigbarkeit gesteigert und ROS
reduziert. In zahlreichen Studien wurden die moglichen Mechanismen, die zu einer
Steigerung der eNOS-Aktivitdt durch Statine fithren, untersucht. Die zwei geldufigsten

Erkldrungen sind zum einen die Verlidngerung der eNOS-mRNA-Halbwertszeit mit einer
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Erhohung der eNOS-Proteine®, zum anderen die Aktivierung der Proteinkinase Akt Infolge
der Proteinkinase-Aktivierung wird eNOS phosphoryliert und produziert vermehrt NO. Im
Gegensatz zur Regulierung auf mRNA-Ebene, deren Auswirkungen in einer Zeitspanne von
Stunden bis Tagen zu beobachten sind, erfolgt die Proteinkinase-Aktivierung innerhalb
weniger Minuten und fiithrt umgehend zu einer Aktivititssteigerung der eNOS.%’

Durch die Stabilisierung von Atherosklerose-Herden und die Verbesserung der endothelialen
GefiBfunktion wirkten sich Statine daher besonders forderlich auf das vaskuldre System aus.
Die beobachteten pleiotropen Effekte unterstiitzen die Empfehlung, Statine als Lipidsenker

beim Vorliegen eines globalen vaskulidren Risikos als Mittel der ersten Wahl einzusetzen.”

A. IV. 2. Rosuvastatin

Verglichen mit anderen Statinen erwies sich Rosuvastatin (RSV) als ein potenter
synthetischer HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor mit einem hohen Grad an hepatozytirer
Selektivitit. Ein weiterer Vorteil gegeniiber anderen Statinen ist seine geringe
Metabolisierung im hepatischen Cytochrom P-450-System; dadurch erhilt Rosuvastatin eine
langere Halbwertszeit mit dementsprechend langer systemischer Bioverfiigbarkeit im
Organismus, sowie eine reduzierte Interaktion mit Stoffwechsel- und Ausscheidungswegen

anderer Pharmaka.®’

Chemische Struktur

Rosuvastatin (Fluorophenyl-Isopropyl-Methyl[Methylsulphonyil]-Aminopyridinydinyl-
Hydroxyheptansidure) ist, verglichen mit anderen Statinen, stark hydrophil (dhnlich
Pravastatin), was durch seine polare Methan-Sulfonamid-Gruppe bedingt ist. Das

Pharmakophor wird durch ein Dihydroxysidure-Hapten (3R, 5S-Enantiomer) gebildet.
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Abb.6: Die chemische Struktur von Rosuvastatin (Laborname ZD 4522). 70

Die hydrophile Struktur von Rosuvastatin ist ausschlaggebend fiir die giinstigere
Verstoffwechselung im Organismus. Sie beschrinkt die passive Diffusion durch die Zelle in
Abwesenheit eines selektiven Transporters und ist auch fiir die geringe Metabolisierung via
Cytochrom P-450-Pathway verantwortlich.”” Die Polaritit des Rosuvastatin-Molekiils
ermoglicht nicht nur die Bindung an die HMG-CoA-Reduktase iiber van der Waals Krifte
(wie sie allen Statinen zuteil ist), sondern zusétzlich iiber eine elektronegative Sulfon-Gruppe.
Unter allen Statinen erhilt Rosuvastatin dadurch die gro3te Anzahl an Interaktionsstellen mit
der HMG-CoA-Reduktase.®””" Dies ist wohl einer der Griinde fiir die deutlichen Ergebnisse,
die unter der Behandlung mit Rosuvastatin erzielt wurden, wie beispielsweise eine Reduktion
des LDL-Cholesterol (LDL-C)-Spiegels um 65%, was zuvor von keinem der anderen HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren erreicht wurde. ™

Im Tiermodell (Ratte) war eine Stunde nach Verabreichung einer oralen Dosis Rosuvastatin
von 12mg/kg Korpergewicht die hepatische Cholesterol-Synthese nahezu komplett inhibiert

und erst 1-9 Stunden spiter wieder auf Ausgangniveau gestiegen.72

A. IV. 3. Studienlage

Die Wirkung und Effizienz von Rosuvastatin, dem neuesten unter den Statinen, wurde in drei
groBBen Studien an Patienten mit Diabetes untersucht:

URANUS (Use of Rosuvastatin vs. Atorvastatin iN type 2 diabetes mellitUS),
ANDROMEDA (A raNdomized, Double-blind study to compare Rosuvastatin [10 & 20 mg]
and atOrvastatin [10 & 20 mg] in patiEnts with type II DiAbetes) und CORALL (COmpare
Rosuvastatin [10-40 mg] with Atorvastatin [20-80 mg] on apo B/apo A-1 ratio in patients
with type 2 diabetes meLLitus and dyslipidaemia). Die Daten von URANUS und
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ANDROMEDA ergaben, dass Rosuvastatin den LDL-C-Wert effektiver reduziert und die
Behandlungsziele effektiver erreicht als Atorvastatin. CORALL identifizierte Rosuvastatin in
den Dosierungen von 10, 20 und 40 mg retrospektiv als effektiver in der Senkung der LDL-C-
Spiegel als 20, 40 und 80 mg Atorvastatin.”

Auch in der MERCURY I (Measuring Effective Reductions in Cholesterol Using
Rosuvastatin TherapY) -Studie zeigte sich Rosuvastatin im Bereich der 10-40 mg Dosis
effizienter in Bezug auf die Senkung des LDL-C-Blutspiegels und einer Anhebung des HDL-
C-Spiegel als andere Statine in ihrer tiblichen Dosierung.

In weiteren Studien wurde fiir Rosuvastatin eine antiinflammatorische Wirkung {iiber eine
Hemmung der Leukozyten-Endothel-Interaktion nachgewiesen, indem es dosisabhingig das
so genannte ,,Leukozyten-Rollen*, die Adhdsion am Endothel und die Transmigration der
Leukozyten in das Interstitium verminderte.

Passend dazu waren Ergebnisse, die fiir Rosuvastatin eine signifikante Reduktion der P-
Selektin-Expression, sowie eine Steigerung der NO-Freisetzung (direkt in der Aorta

.. . . 74
gemessen) in immunchemischen Untersuchungen nachgewiesen haben.

A. V. Zielsetzung

Verschiedenste kardiovaskulidre Therapie-Leitlinien empfehlen, Patienten mit Typ 2 Diabetes
als Hochrisikogruppe fiir die Entwicklung einer CVD einzustufen und sie daher einer
Therapie zur LDL-C-Senkung unter 100 mg/dl zuzufiihren.” Neuste Empfehlungen fordern
sogar eine LDL-C-Senkung unter 70 mg/dl fiir Hochrisiko-Patienten mit Diabetes und
symptomatischer CVD.”® Doch bei einem Drittel aller Patienten, die zur Primir- oder
Sekundir-Pravention mit LDL-C senkenden Medikamenten behandelt werden, wird die
empfohlenen Hochstgrenze nicht erreicht.”’ Dies verdeutlicht, dass die Etablierung effizienter
Lipid-Senker einen hohen Anreiz in der Forschung darstellt.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkung des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors
Rosuvastatin auf vaskuldre Funktionen bei Diabetes im Tiermodell zu untersuchen und
dadurch eine mogliche Effizienz in Bezug auf zukiinftige Therapie und Pridvention
kardiovaskuldrer Komplikationen im Rahmen der Volkskrankheit Diabetes mellitus

aufzuzeigen.
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B. Methoden

B. 1. Versuchstiere

Alle Versuche an Tieren erfolgten wunter Einhaltung der Haltungs- und
Verwendungsvorschriften von Labornutztieren der US National Institutes of Health (NIH
Publikation Nr. 85-23, revidiert 1996), sowie den aktuellen Richtlinien der Universitit
Wiirzburg. Fiir alle Versuche wurden ausschlieBlich minnliche Wistar Ratten mit einem
Ausgangsgewicht von 250- 300g, bezogen von der Firma Harlan-Winkelmann, Borchen,
Deutschland, verwendet. Die Haltung der Tiere erfolgte unter Temperatur-kontrollierten
Bedingungen (20- 22°C) und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden. Jeweils 4-5 Tiere

waren in einem Kifig mit freiem Zugang zu Futter und Wasser untergebracht.

B. I1. Induktion des Diabetes

Es wurden bei insgesamt 22 Tieren die Inselzellen des Pankreas irreversibel zerstort und
dadurch eine persistierende Hyperglykdmie erzeugt. STZ (10 mg/ml, Sigma, Deisenhofen,
Germany) wurde in sterilem Natrium-Zitrat Puffer (0.025 mol/l, pH 4.5) geldst und innerhalb
von 10 Minuten verwendet. Fiir die Injektion der STZ-L6sung von 50 mg/kg Korpergewicht
wurden die Ratten mittels eines Isofluran-Verneblers kurzzeitig narkotisiert. Die
Kontrollgruppe erhielt eine einmalige intravendse Injektion eines gleichgroen Volumens
Zitrat-Puffer. Der Blutzucker der Tiere wurde jeweils vor, bzw. zwei und vier Wochen nach
der STZ-Injektion iiber eine ,,one-touch* Blutzuckermessung (Ascensea Elite, Bayer-Vital
GmbH, Leverkusen, Deutschland) mit einem Blutstropfen nach oberfldchlicher Inzision aus
dem Schwanz der Tiere bestimmt. In die Studie eingeschlossen wurden nur diejenigen Tiere,
welche zwei und vier Wochen nach STZ-Injektion einen Blutzuckerwert von mindestens

20mmol/l aufwiesen.

B. III. Rosuvastatin-Therapie

Am 14. Tag nach STZ-Injektion erfolgte eine randomisierte Zuteilung der Ratten in Placebo-
oder Rosuvastatin-behandelte Gruppen. Letztere erhielten 20 mg/kg Rosuvastatin (Astra-
Zeneca) pro Tag, gelost in einer Emulsion aus Gummi-arabicum und destilliertem Wasser via

Schlundsonde. Diese Dosis bewirkt bei den Tieren erfahrungsgemil eine 90%ige Inhibition
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der HMG-CoA-Reduktase.”' Der Kontrollgruppe wurde ebenfalls via Schlundsonde eine
gewichtsadaptierte Losung aus Gummi-arabicum und destilliertem Wasser verabreicht. Zwei

Wochen nach Therapiebeginn wurden Gefdfunktion und Thrombozytenaktivitit gemessen.

B. IV. GefaBpriparation und Thrombozyten-Gewinnung

Zur Priparation der Aorta wurden die Ratten mit 5%-Isofluran-Inhalation anésthesiert und die
Schmerzfreiheit unter Spontanatmung durch Schmerzreize iiberpriift. Nach Eroffnung des
Abdomens wurde eine Blutprobe durch direkte Punktion der Vena cava inferior gewonnen
und in einem mit 3.8% Natrium-Zitrat Losung versehenem Rohrchen aufgefangen. Es folgten
die Eroffnung des Thorax und die Entnahme des Herzens unter Durchtrennung der groflen
GefidBe. Bis zur Entnahme des Herzens wurde die Narkose der Tiere durch eine Isofluran-
Maske weiterhin aufrechterhalten. AnschlieBend wurde die gesamte Aorta freipréapariert. Der
Aortenbogen wurde abgetrennt und das Gefid3 bis zum Zwerchfell unter Vermeidung von
Druck oder Zug entnommen. Die Aorta wurden in Krebs-Henseleit-Losung (NaCl 118
mmol/l, KCl 4.7 mmol/l, MgSO4 1.2 mmol/l, CaCl, 1.6 mmol/l, KH,PO, 1.2 mmol/l,
NaHCO3 25 mmol/l, Glucose 12 mmol/l; pH 7.4, 37°C) gebracht und das Lumen mehrfach
durchspiilt, um einer Thrombosierung des Gefidles vorzubeugen. Die Pars
descendens/thoracalis der Aorta wurde unter dem Mikroskop von umgebendem Fett- und
Bindegewebe frei prédpariert, im Anschluss noch einmal intraluminal durchspiilt und mit
einem Skalpell in etwa fiinf Millimeter breite Ringe geschnitten. Ein Stiick wurde fiir die
Messung der O, Produktion im Luminometer (Typ Wallac, Freiburg, Deutschland)
verwendet, ein weiteres in drei Millimeter breite Ringe zerteilt und fiir die Messung der

isometrischen Kontraktion im Organbad (FMI, Seeheim, Deutschland) aufgehéngt.

B. V. Luminometer

Nach der GefidBpriparation wurden die Aortenringe fiir 30 Minuten in einem HEPES-
modifizierten Krebs-Puffer, pH 7.40, Temperatur 37°C inkubiert und direkt im Anschluss die
quantitativen Superoxid-Produktion am Luminometer wihrend 60 Sekunden gemessen. Das

verwendete Luminometer registriert die Lichtreaktionen zwischen den Superoxid-Molekiilen
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und Lucigenin (Spmol/l) wihrend der Inkubation.”” Die generierten Chemilumineszenz-
Signale wurden angegeben als counts per minutes (cpm).

Nach den Messungen wurden die Gefdlringe im Inkubator bei 60°C fiir 7 Tage getrocknet
und das Trockengewicht anschlieend mit einer Feinwaage bestimmt. Durch die jeweilige
Signalintensitit [cpm] bezogen auf das dazu gehorige Trockengewicht [mg] konnte die

spezifische Superoxid-Produktion der einzelnen Gefidlle bestimmt werden.

B. VI. Organbad

Die Versuche zur Bestimmung der vasomotorischen Funktionen erfolgten im Organbad.
Hierfiir ruhten die Aortenringe zunidchst 30 Minuten unter einer anliegenden passiven
Vordehnung von 2 g in einer oxygenierten (95% O,; 5% CO,) Krebs-Henseleit-Losung,
welche zusitzlich mit 1 umol/l Diclofenac versetzt wurde. Die Ringe wurden solange
wiederholt mittels KCl (maximal 100 mmol/l) kontrahiert, bis eine reproduzierbare Antwort
erreicht wurde. Die Darstellung der Kontraktionsantwort-Kurve erfolgte durch kumulative
Konzentrationen von Phenylephrin.

Die Relaxations-Antwort auf kumulative Konzentrationen von Acetylcholin wurde bestimmt,
nachdem eine Vorkontraktion der Gefidle (durch Phenylephrin) auf vergleichbare Niveaus
erfolgt war (Kontrollen: 1.28+0.04g, STZ-Placebo: 1.28+0.06g, STZ-Rosuvastatin:
1.28+0.09g). AnschlieBend wurden die Aortenringe auf etwa 20% der Maximalkontraktion
iber die Gabe geringer, aber ansteigender Konzentrationen Phenylephrins vorkontrahiert. Die
zusitzlich gemessene Kontraktion auf die darauf folgende N°-Nitro-L-Arginin- (L-NNA)
Gabe diente als Marker fiir die physiologische, dehnungs-induzierte, kalzium-unabhéngige
NO—Freisetzung.78 Daiiber hinaus wurde die Ralaxations-Antwort auf den Endothel-
unabhédngigen Vasodilatator 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate-2-oxide (DEA-NONOate,
Alexis Biochemicals, San Diego, CA) nach Vorkontraktion mittels Phenylephrin in

Anwesenheit von L-NNA bestimmt.

B. VII. Konfokalmikroskopie

Ein qualitativer Nachweis der gesteigerten Superoxid-Produktion der GefidBringe in situ
erfolgte durch eine Bestimmung des relativen Fluoreszenzniveaus in den verschiedenen
Versuchsgruppen, erzeugt durch den Farbstoff Hydroethidin (HE).”” Hierfiir wurden

Gefrierschnitte der Aortenringe angefertigt: jeweils ein Gefdlring wurde in einem Tropfen
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Tissue-Tek® in einer Petrischale (&3,5 cm) eingebettet und mit in fliissigem Stickstoff
gekiihltem Isopentan schockgefroren. Bis zur endgiiltigen Verwendung wurden die Proben bei
-80°C aufbewahrt. Aus diesen Proben wurden 10 pm dicke Kryoschnitte mit einem Kryotom
gefertigt und auf einen Objekttriger gebracht. AnschlieBend wurden die einzelnen Schnitte
mit dem Superoxid-sensitiven Farbstoff HE versehen und fiir 30 Minuten in einer Licht-
geschiitzten Feuchtkammer bei 37°C inkubiert. Bei der Oxidation zu Ethidiumbromid durch
Superoxid sendet HE ein Fluoreszenzsignal aus. Die durch dieses Signal erzeugten Bilder
wurden mit einem Bio-Rad MRC-1024 Laser-Scanning Konfokalmikroskop, welches mit
einem Krypton/Argon Laser ausgestattet ist, erstellt. Das Fluoreszenzsignal wurde mit einem
585-nm long-pass Filter gemessen und mittels NIH ImageJ analysiert. Die Aufnahmen der
Bilder von Gefdaen aus der Kontrollegruppe, der STZ-Placebo-Gruppe und den mit
Rosuvastatin behandelten Tieren wurden unter identischen Lasereinstellungen vorgenommen

und parallel gemessen.

B. VIII. Durchflusszytometrie

Das bei der GefdBpréparation aus der Vena cava gewonnene Blut wurde mit PBS (Phosphate
Buffered Saline; frei von Ca** und Mg2+, angereichert mit D-Glukose [5.5 mmol/l] und 0.5%
BSA [bovines Serum-Albumin]) verdiinnt. Der an die Thrombozyten gebundene Fibrinogen-
Anteil wurde durch eine 10 miniitige Inkubation mit FITC-(Fluoresceinisothiocyanat)
markiertem Anti-Fibrinogen-Antikorpern (WAK-Chemie, Bad Soden, Deutschland)5 >
bestimmt. Fiir die Bestimmung des an der Oberfliche exprimierten P-Selektins wurde das
verdiinnte Blut mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-P-Selektin-Antikorper fiir weitere 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschlufl folgte die Inkubation mit FITC-
markiertem Ziegen-anti-Kaninchen IgG-Antikorper (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
Pennsylvania). Die Proben wurden ebenfalls in Abwesenheit des ersten Antikorpers nur mit
dem FITC-gekoppelten zweiten Antikorper gefidrbt. Ein anti-Ratten CD42 monoklonaler
FITC-konjugierter Antikorper (Becton Dickinson) wurde als Thrombozyten-spezifischer
Marker zur Bestimmung zirkulierender Thrombozyten-Mikropartikel (PMP) verwendet. Die
CD42-Expression war signifikant hoher bei Thrombozyten von kontroll- vs. diabetischen
Tieren, so dass gesunde Kontrollen in die Bewertung der PMP’s nicht einbezogen wurden.
Die CD42-Expression war innerhalb der beiden diabetischen Gruppen jedoch nicht signifikant
unterschiedlich (Daten nicht aufgefiihrt). Der Inkubation mit den Antikorpern folgte die

Fixierung der Thrombozyten mittels Methanol-freiem Formaldehyd (1.5%) fiir 10 Minuten,
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sowie die Analyse in einem Becton Dickinson FACSCalibur bei niedriger Flussrate. Die
Thrombozyten Population wurde aufgrund ihres vorwirts- sowie — seitwdrts-
Streulichtverhaltens identifiziert, und je 20.000 Ereignisse wurden nach mittlerer Fluoreszenz
mit CELLQuest Software, Version 3.1f analysiert; unspezifische Bindungen wurden
willkiirlich an eine mittlere Fluoreszenz von 10 angepasst und visuell aus dem Graphen

subtrahiert.

B. IX. Substanzen

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien in der héchst moglich verfiigbaren

Reinheit von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

B. X. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben. ,,n“ reprisentiert die
Anzahl aller in den einzelnen Versuchsgruppen einbezogener Tiere. Die Kontraktionen und
Relaxationen der Gefdle wurden in Gramm registriert. Die Relaxation ist prozentual im
Verhiltnis zum Grad der Vorkontraktion angegeben. Die statistische Analyse erfolgte durch
wiederholte Varianzanlysen (ANOVA; analysis of variance) und multiple Tukey-Kramer
Vergleichs-Tests. Die O,  Bildung wurde mittels ANOVA, gefolgt von einem Tukey post-hoc
Test, analysiert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 wurde als statistisch signifikant

angenommen.
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C. Ergebnisse

C. 1. Basisdaten und Einschlusskriterien der Versuchsgruppen

Blutglukose-Werte, Korpergewicht, sowie Anzahl der Thrombozyten und Leukozyten der
Tiere sind in Tabelle 1 dargestellt. In die Studie eingeschlossen wurden nur diejenigen Tiere,
welche zweil und vier Wochen nach STZ-Injektion einen Blutglukosewert von mindestens

20mmol/l aufwiesen.

Kontrollen STZ STZ
Placebo Placebo RSV
n 10 12 10
Blut-Glukose [mmol/l] 9.6£0.9 27.6£0.6%* 26.3£1.3%*
Korpergercht [g] 35446 243+4%* 255+10%**
Thrombozyten [x1000/ul] 660+40 545447 599460
Leukozyten [x1000/ul] 5.7+0.3 4.9+0.5 4.7+0.3

Tab. 1: Mittelwerte von Blutzucker, Korpergewicht, Anzahl der Thrombozyten und Anzahl der
Leukozyten aller in die Studie einbezogener Tiere. **p < 0.01 vs. Kontrollen.

C. II. Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies in den Gefifien

Die quantitative Oy -Produktion in der Aorta wurde anhand Lucigenin-verstéirkter
Chemilumineszenz bestimmt. Bei Ratten mit Diabetes war die Bildung reaktiver Sauerstoff-
Spezies in den GefidBen signifikant erhoht und normalisierte sich unter der Therapie mit

Rosuvastatin (Abb.7).
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Abb.7: Quantitativer Superoxid-Nachweis: Vergleich der Superoxid-Bildung in Gefifsen von
Kontrollen (Ko), von diabetischen Tieren (STZ) und diabetischen Tieren nach Rosuvastatin
(RSV) Therapie mittels Lucigenin (5Sumol/l)-verstirkter Chemilumineszenz wdhrend 60
Sekunden. Bei diabetischer Stoffwechsellage zeigte sich eine gesteigerte Superoxidproduktion
in den Gefdfiringen, welche durch Rosuvastatin-Therapie auf Kontrollniveau gesenkt wurde.
*p < 0.05 vs. Kontrolle; #p < 0.05 vs. STZ-Placebo

Erginzend zu der Bestimmung der quantitativen Superoxid-Bildung erfolgte der qualitative
Nachweis von ROS mittels HE-Fluoreszenz. Es zeigte sich eine erhohte Fluoreszenz-
Intensitidt in den diabetischen Aortenringen, welche nach Rosuvastatin-Behandlung jedoch

reduziert und an das Kontroll-Niveau angenéhert war (Abb.38).
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Abb.8: Qualitative Darstellung der in situ Superoxid-Produktion der Gefifsringe:
Bestimmung des relativen Fluoreszenzniveaus mit Hydroethidin (HE). Auch hier zeigte sich
eine gesteigerte Superoxid-Formation in den diabetischen Gefdfiringen, sowie ein Riickgang
des Superoxid-Niveaus nach Rosuvastatin-Therapie. **p < 0.01 vs. der Kontrolle; #p < 0.05
vs. STZ-Placebo

Reprisentative mikrotopographische Bilder der qualitativen O, -Anreicherung in den
Gefdlringen demonstrieren eine relativ erhohte Signal-Intensitit bei diabetischen Tieren
verglichen mit der Kontrollgruppe. Die Intensitdt des Signals war bei den Rosuvastatin-

behandelten Tieren deutlich reduziert (Abb.9).

Kontrolle STZ Plazebo STZ RSV

Abb.9: Qualitativer Superoxid-Nachweis: Konfokalmikroskopische Bilder 10um dicker
Aortenring-Segmente nach Inkubation mit Hydroethidium zur Visualisierung der O -
Anreicherung im Bereich der gesamten GefdfSwand. Die Bilder zeigen einen relativen Anstieg
der Signalintensitdt durch vermehrte Superoxid-Bildung in den Gefdfsringen diabetischer
Tiere (STZ Placebo) verglichen mit der Kontrollgruppe (Ko) und der mit Rosuvastatin (STZ
RSV) behandelten Gruppe.
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Diese Untersuchungen unterstiitzen die Ergebnisse der aus den HE-Fluoreszenz-Versuchen
gewonnen These eines spezifischen ROS-Nachweises in den Aortensegmenten. Dariiber
hinaus veranschaulichen die konfokalmikroskopischen Bilder, dass sich die erhohte ROS-
Bildung nicht nur im Bereich des Endothels, sondern in der gesamten GefiBwand nachweisen

lasst.

Nachdem in diesem ersten Schritt die Identifikation eines erhohten ROS-Niveaus in den
GefdBwinden diabetischer Tiere bzw. eine deutliche Reduktion der reaktiven
Sauerstoffspezies in der Rosuvastatin-therapierten Gruppe erfolgt war, wird durch die
folgenden Versuchanordnungen die Auswirkung einer erhohten ROS-Konzentration auf die

vasomotorische Funktion der betroffenen Gefd3segmente veranschaulicht.

C. III. Vasomotorische Funktion

C.III. 1. Kontraktion

Die kontraktile Antwort auf Kalium (100 mmol/l; Abb.10) bzw. ansteigende Konzentrationen
(Abb.11) des alpha-adrenergen Rezeptoragonisten Phenylephrin waren in der Aorta
diabetischer Ratten signifikant vermindert und nach Rosuvastatin-Langzeittherapie deutlich

verbessert.
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Abb.10: Die vasomotorische Funktion nach Gabe von Kalium (100 mmol/l) zeigt eine
Verminderung der Kontraktions-Antwort in der diabetischen Versuchsgruppe, sowie eine
Verbesserung der Kontraktionsfihigkeit nach Rosuvastatin-Behandlung. **p < 0.01 vs.
Kontrolle; ##p < 0.01 vs. STZ-Placebo
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Abb.11: Auf kumulative Konzentrationssteigerungen mit Phenylephrin erreicht die
Kontraktionskurve der diabetischen Versuchsgruppe einen niedrigeren Maximalwert als die
der Kontroll- und der mit Rosuvastatin behandelten Gruppe. **p < 0.01 vs. Kontrolle; ##p <
0.01 vs. STZ-Placebo
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Ein Vergleich der Versuchsgruppen beziiglich der mittleren effektiven Konzentrationen
(ECsp) von Phenylephrin sowie der maximalen Kontraktion (K.x) zeigt Tabelle 2. Als ECsg
wird die Phenylephrin-Konzentration bezeichnet, bei der ein halbmaximaler Effekt, in diesem

Fall die halbe maximale Kontraktion (V2K ,.x), beobachtet wird.

Kontrollen STZ-Placebo STZ-RSV
Kiax. 2.7+0.1 1.5+0.1 2.3+0.1
[g] p<0,01 p<0,01
ECs 49.3+2.8 90.8+17.8 53.9+6.0
[nmol/1] p<0,01 p<0,05

Tab.2: Mittelwert der erzielten maximalen Kontraktion (K,.y.) der Gefdf3e und der mittleren
effektiven Konzentrationen (ECsg) von Phenylephrin innerhalb der unterschiedlichen
Untersuchungsgruppen +Standardfehler.

Da eine verminderte Kontraktion potentiell auch Ausdruck einer exzessiv gesteigerten NO-
Freisetzung sein konnte, wurden die Aortenringe auf 20% ihrer Maximalkontraktion
vorkontrahiert und anschlieBend die NO-Synthese mittels des NOS-Inhibitors L-NNA (NC-
Nitro-L-Arginin) wie bereits zuvor beschrieben inhibiert.”® In den GefiBen gesunder
Kontrolltiere fiihrte eine derartige Vorkontraktion zu einer starken NO-Freisetzung, aus der
Gabe des NOS-Hemmers LNNA resultierte folglich eine deutliche Kontraktion (Abb.12). In
Gefidlen diabetischer Tiere war die zusitzlich erzeugte Kontraktion abgeschwicht, so dass
eine vermehrte NO-Freisetzung als Grund fiir die reduzierte Kontraktionsfdhigkeit
ausgeschlossen werden konnte. In Rosuvastatin behandelten diabetischen Tieren war die L-

NNA- induzierte Konstriktion mit Werten der Kontrollgruppe vergleichbar (Abb.12).
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Abb.12: Kontraktion der Gefdfie bei 20% des Maximalwertes (basal) und Kontraktion nach
L-NNA Applikation (LNNA). Eine exzessiv gesteigerte NO-Freisetzung als Ursache einer

reduzierten Kontraktionsfdahigkeit konnte hiermit ausgeschlossen werden. **p < 0.01 vs.
Kontrolle; ##p < 0.01 vs. STZ-Placebo

C. III. 2. Relaxation

Da die Messung der durch NOS-Inhibition erzeugten Kontraktion eher eine reduzierte NO-
Bildung in den Aorten diabetischer Tiere nahe legte, wurde die Endothelfunktion im Rahmen
der folgenden Versuchsanordnungen mittels Agonisten-induzierter und Rezeptor-vermittelter
eNOS-Stimulation durch steigende Konzentrationen von Acetylcholin gepriift. Die
Verabreichung von Acetylcholin zur Kalzium-abhédngigen Aktivierung der eNOS induzierte
eine Endothel-abhiingige Vasorelaxation, welche bei diabetischer Stoffwechsellage
beeintrichtigt war und durch die Behandlung mit Rosuvastatin signifikant verbessert werden

konnte (Abb.13).
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Abb.13: Effekt kumulativer Konzentrationen von Acetylcholin auf die Relaxation der
Gefdfringe. In der diabetischen Versuchsgruppe wird eine Rechtsverschiebung, sowie ein
erniedrigter Maximalwert beobachtet. Nach Rosuvastatin-Therapie erfolgte eine Anpassung
der Konzentrations-Wirkungs-Kurve an das Kontroll-Niveau. **p < 0.01 vs. Kontrolle; ##p <
0.01 vs. STZ-Placebo

Des Weiteren wurden die Versuchsgruppen beziiglich der mittleren effektiven

Konzentrationen (ECsp) von Acetylcholin verglichen (Abb. 14).
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Abb.14: Vergleich der mittleren effektiven Konzentrationen (ECsp) nach Verabreichung
kumulativer Konzentrationen von Acetylcholin. In der diabetischen Versuchsgruppe wurden
hohere Konzentrationen zur Auslosung der halben maximalen Relaxation R, der Gefdfie
benétigt, als in der Kontroll- und der Rosuvastatin-behandelten Gruppe. **p < 0.01 vs.
Kontrolle; #p < 0.05 vs. STZ-Placebo

Kontrollen STZ-Placebo STZ-RSV

Rimax. 99.8+0.2 80.7£2.9 98.9+0.7
[%] p <0.01 p <0.01
ECsg 18.5+4.4 189.2+50.6 13.4+3.4
[nmol/1] p <0.01 p < 0.05

Tab.3: Mittelwerte der erzielten R, der Gefifse und der ECsyvon Acetylcholin innerhalb der
unterschiedlichen Untersuchungsgruppen *Standardfehler.

Die Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve nach Acetylcholin-Applikation
sowie ihre zusitzlich verminderte Maximalantwort legen nahe, dass nicht nur weniger NO in
diabetischen Gefifiringen gebildet wurde, sondern auch eine Desensitivierung der glatten
GefdBmuskulatur fiir NO vorliegen konnte. Daher wurde die Sensitivitit der glatten
GefdaBmuskulatur fiir NO tiberpriift, indem die Aortenringe mit steigenden Konzentrationen
einer konstant NO-freisetzenden Substanz stimuliert wurden. Die Konzentrations-Wirkungs-
Kurve des NO-Donors DEA-NONOate, welcher verwendet wurde um die Endothel-
unabhiéngige Vasorelaxation zu bestimmen, war bei den Gefden unbehandelter diabetischer

Tiere nach rechts verschoben. Die Endothel-unabhingige Relaxation der Aortenringe von

32



Rosuvastatin-behandelten diabetischen Ratten war signifikant nach links zuriick versetzt und

nahezu deckungsgleich mit der Kurve der Kontrollen (Abb.15 und 16).
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Abb.15: Effekt kumulativer Konzentrationen des NO-Donors DEA-NONOate auf das
Relaxationsverméogen der Gefdfiringe. Beeintrichtigung der Endothel-unabhdiingigen
Vasorelaxation bei diabetischen Tieren, sowie Riickverlagerung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve auf Kontroll-Niveau bei diabetischen Tieren nach Rosuvastatin-Behandlung.
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Abb.16: Vergleich der mittleren effektiven Konzentrationen ECsy auf kumulative Dosen von
DEA-NONOate. In der diabetischen Versuchsgruppe wurden hohere Konzentrationen zur
Auslosung der halben maximalen Relaxation der Gefdfle benitigt, als in der Kontroll- oder
der mit Rosuvastatin behandelten diabetischen Gruppe. **p < 0.01 vs. Kontrolle; ##p < 0.01
vs. STZ-Placebo
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Kontrollen STZ-Plazebo STZ-RSV
Rimax. 99.1+0.7 100.0£0.0
[%] 100.0£0.0 nicht signifikant nicht signifikant
ECs 20.1£2.9 2.540.6
[nmol/1] 2.8+0.4 p <0.01 p <0.01

Tab.4: Mittelwerte der erzielten R, der Gefifse und der ECsyvon DEA-NONOQate innerhalb
der unterschiedlichen Untersuchungsgruppen xStandardfehler.

C. IV. eNOS-Expression

In dieser Studie konnten keine signifikanten Veridnderungen der eNOS-Expression oder
Aktivierung festgestellt werden, weder infolge der Induktion des Diabetes noch durch eine
Rosuvastatin-Langzeittherapie. In repridsentativen Western Blots fiir eNOS, Phospho-eNOS
(p-eNOS) und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) wichen weder die
eNOS-Protein-Expression (Abb. 17 und 19), noch die eNOS-Phosphorylierung (Abb. 18 und

19) an Serin innerhalb der drei Versuchsgruppen voneinander ab.

Abb.17: Darstellung der eNOS-Protein-Expression. Es zeigten sich keine signifikanten
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Unterschiede beziiglich der verschiedenen Untersuchungsgruppen. p > 0.05
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Abb.18: Darstellung der eNOS-Phosphorylierung (p-eNOS). Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der verschiedenen Untersuchungsgruppen. p > 0.05

GAPDH m

eNOS s D e o -

Ko Plazebo RSV
Abb.19: Reprdsentative Western Blots zeigten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der

eNOS-Expression sowie der eNOS-Phosphorylierung an Serin 1177 innerhalb der
Untersuchungsgruppen. p > 0.05, n = 6.
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C. V. Thrombozyten-Aktivierung

Da es besonders bei Diabetes im Rahmen einer Endotheldysfunktion zu einer Aktivierung
zirkulierender Thrombozyten kommt und dies durch den Erhalt der Endothelfunktion in
diabetischen Tieren verhindert werden konnte77, untersuchten wir, in wieweit die chronische
Therapie diabetischer Ratten mit Rosuvastatin neben einer Verbesserung der
Endothelfunktion zu einer Modulation der Thrombozytenaktivierung fiihrt. Das Mal} der in
vivo-Aktivierung von Thrombozyten in unstimuliertem Vollblut der Versuchstiere wurde zum
einen durch die Bestimmung des an Thrombozyten gebundenen Fibrinogens gemessen, was
ein Mal} fiir die Aktivierung des membranstindigen Glykoproteins IIb/I1la ist (Abb.20 und
21); als zweiter Marker der Thrombozytenaktivierung diente die Bestimmung der
Oberflichen-Expression von P-Selektin als ein Indikator der Thrombozyten-Degranulation

(CD62P, Abb.22).
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Abb.20: Durchflusszytometrische Bestimmung des an Thrombozyten gebundenen Fibrinogens
(Immunfluoreszenz), was ein Maf fiir die Aktivierung des membranstindigen Glykoproteins
IIb/llla und dadurch indirekt auch ein Maf; fiir die Thrombozyten-Aktivierung ist. *p < 0.05
vs. Kontrolle; #p < 0.05 vs. STZ-Placebo
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Abb.21: Typisches durchflusszytometrisches Histogramm der vermehrten Fibrinogenbindung
an aktiviertes Glykoprotein IlIb/llla bei unbehandelten diabetischen Ratten (rot) gegeniiber
gesunden Kontrollen (grau). Die Therapie diabetischer Tiere mit Rosuvastatin (blau) fiihrt zu
einer Riickverlagerung der Fluoreszenzintensitdit auf Kontrollniveau.
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Abb.22: Grad der Thrombozyten-Degranulation gemessen an der Oberflichenexpression von
P-Selektin (CD62P Immunfluoreszenz). *p < 0.05 vs. Kontrolle; #p < 0.05 vs. STZ-Placebo

An Thrombozyten gebundenes Fibrinogen, sowie auf der Thrombozyten-Oberfldche
exprimiertes P-Selektin waren beide bei der mit Placebo behandelten Gruppe signifikant
erhoht und konnten mit einer Rosuvastatin-Langzeittherapie gesenkt werden. Im Rahmen
threr Aktivierung verdndern Thrombozyten nicht nur ihre Oberfliche, es werden auch
kleinere Fragmente ihrer Membranen als so genannte Mikropartikel (platelet-derived

microparticles, PMP) freigesetzt. Die Menge der von Thrombozyten-stammenden
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zirkulierenden PMP 1im Vollblut, gemessen an der CD42*-Fraktion zirkulierender

Mikropartikel, konnte ebenfalls durch eine Rosuvastatin Therapie signifikant gesenkt werden
(Abb.23).
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Abb.23: Darstellung von PMP im Gesamtblut. Als ein Marker der Thrombozyten-Aktivierung
sind die Werte der PMP nach Rosuvastatin Therapie signifikant niedriger als in
unbehandelten diabetischen Tieren. #p < 0.05 vs. STZ-Placebo
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D. Diskussion

Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase bei
Diabetes im Tiermodell sowohl die eingeschrinkte Endothelfunktion der Gefdlle verbessert
als auch die Thrombozyten-Aktivierung reduziert. Diese Daten lassen vermuten, dass eine
Steigerung der NO-Bioverfiigbarkeit den Effekt der Statine auf Thrombozyten und Gefille

vermittelt.

D. I. Oxidativer Stress

Die endotheliale Dysfunktion stellt eine hidufige Erscheinung im Rahmen kardiovaskuldrer
Erkrankungen dar und ist durch ein Ungleichgewicht zwischen NO und ROS charakterisiert.
Oxidativer Stress ist die Hauptursache einer reduzierten endothelialen NO-Bioverfiigbarkeit
bei diabetischer Stoffwechsellage.” Verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe lief sich in
Aortensegmenten diabetischer Ratten eine signifikante Erhohung der O,-Konzentrationen
feststellen (Abb.7 bis 9). Gleichzeitig war die Reaktivitit der glatten GefdBmuskelzellen auf
exogen zugefiihrtes NO signifikant abgeschwicht, woraus man eine Verminderung der
Effekte des restlichen endothelial gebildeten NO ableiten kann. Diese beiden Merkmale
konnten erfolgreich durch eine Langzeittherapie mit Rosuvastatin aufgehoben werden.
Wihrend wie bereits gezeigt eine kurzzeitige Behandlung mit Statinen den oxidativen Stress
im STZ-induzierten Diabetes-Modell reduzieren konntego, liefert diese Studie den Beweis fiir

eine chronische Reduktion des oxidativen Stresses bei experimentell erzeugtem Diabetes.

Diverse Studien haben bereits zuvor die bedeutende Rolle der eNOS-induzierten Superoxid-
Freisetzung in diabetischen Modellen beschrieben.®'** Die aus dieser Arbeit gewonnen Daten
beziiglich der durch SMC erzeugten Superoxide lassen jedoch vermuten, dass das Endothel
nicht die Hauptbildungsstitte der ROS ist, auch wenn dies nicht ausdriicklich ausgeschlossen
werden konnte. Jedoch deutet das homogene transmurale Signal der HE-gefirbten
Fluoreszenzbilder ohne erkennbare luminal betonte Signalverstiarkung (Abb. 9) eher auf eine
Endothel-unabhingige gesteigerte Superoxidanreicherung hin. Erginzend hierzu spricht die
Zunahme der Vasokonstriktion nach Zugabe von L-NNA in vorkontrahierten Aortenringen
(Abb. 12) gegen eine signifikante Entkopplung der eNOS in diesen Versuchen. Umfassend
fiihrt dies zu der Annahme, dass NO zwar auch im Rahmen einer endothelialen Dysfunktion
weiterhin iiber die eNOS freigesetzt wird, es jedoch zu einer Inaktivierung oder
Verstoffwechselung kommt, bevor es an glatten GefiBmuskelzellen (SMC) wirken und diese

relaxieren kann.
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D. II. Vasokonstriktion und Vasodilatation

NO ist der potenteste Vasodilatator im menschlichen Korper. Agonisten wie Acetylcholin
oder die durch den Blutstrom erzeugten Scherkrifte aktivieren von luminal die konstitutive
NO-Synthase in den Endothelzellen. Das daraufthin freigesetzte NO diffundiert auf der
abluminalen Seite des Endothels in die glatten GefdBBmuskelzellen und aktiviert dort die
losliche Guanylatzyklase (sGC). Die Aktivierung des Enzyms katalysiert die Konversion von
GTP zum intrazelluldren Botenstoff cGMP (zyklisches 3,5-Guanosinmonophosphat) und fiihrt
tiber eine Erniedrigung des intrazelluliren Kalziums, bzw. eine cGMP-abhingige
Dephosphorylierung der Myosin—Leichtketten—Kinase84 in SMC zu einer Vasodilatation.* Die
Bildung von NO kann pharmakologisch durch eine falsche, dem L-Arginin &hnliche
Aminosdure, wie beispielsweise dem L-NG-Monomethylarginin (L-NMMA) oder dem L-
Nitroargininmethylester (L-NAME) gehemmt werden, welche an der katalytischen Stelle der
NO-Synthase zu einer kompetitiven Hemmung der eNOS fiihren. In isolierten Arterien
bewirken die Inhibitoren der NO-Synthase eine endothelabhiingige Kontraktion. In Studien
mit eNOS-Inhibitoren wurde bewiesen, dass unter physiologischen Bedingungen eine basale
Freisetzung von NO aus dem Gefdfendothel eine kontinuierliche Vasodilatation erméglicht,
bzw. dass ein Mangel an NO ein Uberwiegen der Vasokonstriktoren (wie Endothelin und
Angiotensin II) zur Folge hat*® Durch die iiberschieBende Stimulation der glatten
GefidBmuskelzellen durch Vasokonstriktoren kommt es zu einer GeféiBVerengung.86 Unter den
Bedingungen einer Endotheldysfunktion findet keine ausreichende durch NO induzierte
Aktivierung der sGC in den umliegenden SMC statt, welche die Umwandlung von cGMP
katalysieren wiirde. Daher unterbleibt auch die lokale Relaxation der SMC, der betroffene
GefédBabschnitt verharrt in kontrahiertem Zustand und es kommt somit zu einer chronischen
Blutdrucksteigerung.87

Auch in dieser Arbeit konnten umfassende Effekte einer endothelialen Dysfunktion im
Rahmen chronisch erhohter Blutglukosewerte auf die Vasomotorik mit und ohne
Rosuvastatin-Therapie beobachtet werden. So konnte zum einen die zuvor eingeschrinkte
Kontraktionsfidhigkeit der Aortensegmente durch Rosuvastatin signifikant verbessert werden
(Abb. 10, 11, 12), zum anderen auch eine Verbesserung der Relaxation bereits unter
geringeren Konzentrationen von Agonisten verzeichnet werden (Abb. 13 bis 16). Allerdings
fiel der Grad der in diesen Versuchen beobachteten Kontraktion von diabetischen
GefidBabschnitten schwicher aus als im Rahmen der Endotheldysfunktion zu erwarten war.
Daher ist anzunehmen, dass die Endotheldysfunktion nicht die einzige Ursache der

beobachteten Effekte ist.

40



D. II1. Endotheldysfunktion und reduzierte Reaktivitiit glatter GefiBmuskelzellen

Als die innerste Begrenzung der GefiBwand fungiert das einschichtige Endothel als eine
Signal-iibertragende dynamische Schnittstelle zwischen den im Blut zirkulierenden Stoffen
und den interstitiell gelegenen SMC der GefiBwand. Eine Storung der Integritit der
Endothelzell-Schicht bringt eine Veridnderung ihrer Permeabilitits-Eigenschaften mit sich,
was sich letztendlich in vielfdltiger Weise auf benachbarte SMC auswirkt.®®

Es konnen zwei unterschiedliche Phinotypen von SMC unterschieden werden, welche sich
durch die Verteilung ihrer Myosinfilamente und der Anordnung von sekretorischen
Zellapparaten (endoplasmatisches Retikulum u. Golgi) auszeichnen. Zellen vom kontraktilen
Phinotyp reagieren auf vasoaktive Substanzen (wie z.B. Endothelin, Katecholamine,
Angiotensin II, Prostaglandin E,, Prostaglandin I,, Leukotriene u. NO), welche entweder eine
Vasokonstriktion oder eine Vasodilatation bewirken. Im Gegensatz dazu sind SMC des nicht-
kontraktilen ~ Phidnotyps  empfinglich fiir eine Reithe an  Zytokinen und
wachstumsregulierenden Faktoren (z.B. Platelet-derived-Growth-Factor, PDGF). Glatte
GefidBmuskelzellen dieses zweiten Typs konnen auf Wachstumsfaktoren reagieren, indem sie
passende Rezeptoren exprimieren und Extrazellularmatrix synthetisieren.89 Im Falle einer
Endothelverletzung mutieren SMC vom kontraktilen zum synthetisierenden Phénotyp, was im
Bereich der Edothelldsion einen erheblichen Unterschied auf die Antwort gegeniiber
Agonisten ausmacht:

SMC vom synthetisierenden Typ reagieren autokrin auf PDGF wund andere
Wachstumsstimulatoren durch Fibroproliferation. Dariiber hinaus konnen sie selbst bestimmte
Wachstumsstimulatoren freisetzten und so benachbarte SMC sowie das Endothel selbst
innerhalb der Lésion beeinflussen. Es kommt zu einer iiberschieBenden Proliferation von
SMC und der sie umgebenden Extrazellulirmatrix, zu einer ungerichteten Kontraktion und
schlieBlich zu einer gestorten vasomotorischen Gesamtfunktion.*” Die Ergebnisse dieser
Arbeit stiitzen die Annahme, dass es im Rahmen der Endotheldysfunktion zu einer
Verschiebung des SMC-Phinotyps zugunsten eines nicht-kontraktilen Zelltyps kommt, da
sich eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve auf exogenes NO
beobachten lieBen, was fiir eine reduzierte Sensitivitit der SMC auf NO spricht (Abb. 15 und
16). Die Endothel-unabhingige Relaxation der Aortenringe von Rosuvastatin-behandelten
Ratten war signifikant nach links zuriick versetzt und nahezu deckungsgleich mit der Kurve
der Kontrollen. Erkldrbar ist dadurch auch das Phidnomen der reduzierten Vasorelaxation

durch Endothel-abhingige Agonisten (Abb. 13 und 14).
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In dieser Studie konnten wir keine signifikanten Veridnderungen der eNOS-Expression oder
Aktivierung feststellen, weder infolge der Induktion des Diabetes noch durch eine
Rosuvastatin-Langzeittherapie (weder die eNOS-Protein-Expression, noch die eNOS-
Phosphorylierung an Serin wichen innerhalb der drei Versuchsgruppen voneinander ab, was
sich auch in repréasentativen Western Blots bestitigte; p > 0.05, n = 6). Da die Hochregulation
der eNOS-Aktivitdt allerdings als ein zentraler Mechanismus der Statin-Wirkung auf
Endothelzellen in anderen Studien postuliert werden konnte’™®! isst sich der Schluss zichen,
dass Ergebnisse von in vitro Versuchen nicht vorbehaltlos auf die storanfilligen in vivo
Bedingungen eines gesamten Organismus iibertragen werden kdnnen.

Eine weitere neue Studie berichtet von erhaltener eNOS-Expression wihrend intestinaler
Ischimie.”” Es ist jedoch zu bedenken, dass diese Verdnderungen nur unter den
pathophysiologischen Bedingungen einer reduzierten eNOS-Expression beobachtet werden
konnten. Die absolute eNOS-Expression konnte in diesen Versuchen durch eine Rosuvastatin-
Therapie jedoch nicht iiber das Niveau der unbehandelten Kontrollen angehoben werden.”
Ein weiterer wichtiger Regulator der eNOS-Funktion ist die Phosphorylierung durch die
Proteinkinase Akt93, welche in einer Studie mit Obese-Zucker-Ratten durch Fluvastatin
positiv beeinflusst wurde.”* Jedoch waren sowohl eNOS-Phosphorylierung als auch eNOS-
Expression in diesem Krankheitsmodell ebenfalls signifikant vermindert. Dass in der
vorliegenden Arbeit primir weder eine reduzierte eNOS-Expression noch -Phosphorylierung
bei diabetischen Ratten beobachtet wurde, konnte erkldren, weshalb es im Rahmen der
Rosuvastatin-Therapie nicht zu einer gesteigerten eNOS-Expression kam.

Intensiver Forschungsbedarf besteht des weiteren auch auf dem Gebiet der Substanzgruppen
der Statine, da beispielsweise einem aktiven Metaboliten des Atorvastatins direkte anit-
oxidative Effekte nachgesagt werden, wihrend andere Statine, wie auch Rosuvastatin, diese
Eigenschaft nicht besitzen”, die zugrunde liegenden Mechanismen jedoch noch weitgehend

unverstanden sind.
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D. IV. Thrombozytenaktivierung

Die Entwicklung einer Endotheldysfunktion ist ein sehr frither pathologischer Prozess der
Atherosklerose. Patienten mit Diabetes sind einem erhohten Risiko fiir thrombotische
Ereignisse und einer beschleunigten Atherogenese ausgesetzt. Die Atherosklerose geht hiufig
der klinischen Manifestation eines Diabetes voraus und ist bei Patienten mit
undiagnostiziertem und somit untherapiertem Diabetes besonders stark ausgepr'agt%m. Die
Progression der atherosklerotischen Wandveridnderungen bei Diabetes ist mit einer
gesteigerten Thrombozyten-Degranulation assoziiert™®. Ansteigende Werte der Glukose-
Konzentrationen sind als unabhidngige Vorboten eines steigenden Risikos fiir
Thrombozytengerinnsel bei Patienten mit koronaren Erkrankungen identifiziert worden.”” Des
Weiteren sind Marker fiir eine Thrombozyten-Aktivierung bereits bei Patienten mit positivem
Nachweis von Antikorpern gegen Pankreas-Inselzellen signifikant erhoht, noch bevor es zur

Ausprigung eines maifesten Diabetes kommt.'®

Die Thrombozyten-Aktivierung tritt also in
einem sehr frithen Stadium der Entwicklung eines Diabetes in Erscheinung und nimmt eine
herausragende Rolle in Bezug auf den weiteren Krankheitsverlauf ein. Dies spiegelt sich
klinisch dadurch wieder, dass Patienten mit Diabetes Typ 2 ohne vorangegangenes
kardiovaskuldres Ereignis dasselbe Risiko fiir einen Myokardinfarkt haben, wie
Nichtdiabetiker mit vorangegangenem Myokardinfarkt.”® Folglich haben aktivierte
Thrombozyten einen bedeutenden Einfluss auf die Morbiditdt und Mortalitdt und die meisten
diabetischen Patienten versterben an einem kardiovaskulidren thrombotischen Erei gnis.lo1

Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Thrombozyten-Aktivierung einen der ersten

102;1
02103 1nd dass

pathologischen Schritte wihrend der Entwicklung der Atherosklerose darstellt
die Inhibition der Thrombozyten-Aktivierung und —Adhédsion sowohl einer Leukozyten-
Adhésion an der Gefdwand, als auch einer Plaque-Formierung Vorbeugen.102 Des Weiteren
wurde im diabetischen Maus-Modell demonstriert, dass eine Verhinderung der endothelialen
Dysfunktion die Aktivierung zirkulierender Thrombozyten hemmt und dass die direkte
Stimulation des NO-Zielenzyms, der Guanylatzyklase, Thrombozyten-Aktivierung in
diabetischen Ratten sogar wieder riickgéingig machen kann.'®*

Thrombozyten diabetischer Patienten sind durch eine Vielzahl von Abnormalititen, wie
einem erhohten Gesamtvolumen der Thrombozyten, einer gesteigerten Expression von
Adhisionsmolekiilen an der Oberfldache und der erhdhten Freisetzung von Vasokonstriktoren
charakterisiert. Diese pathologischen Veridnderungen werden vor allem auf zwei

Merkmale eines diabetischen Stoffwechselmilieus zuriickgefiihrt: die Inflammation der

GefiBwand'*'® und die in deren Folge entstehende endotheliale Dysfunktion. Das im
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physiologischen Falle von intaktem Endothel freigesetzte NO diffundiert nicht nur nach
abluminal in die interstitiell gelegenen SMC, sondern auch in das Gefdlumen, wo es in die
Thrombozyten gelangt, die aufgrund ihrer morphologischen Eigenschaften sehr nahe zum
Endothel im Blutstrom flieBen. Dort trigt es dhnlich zu den Vorgingen in SMC {iiber den
gleichen Mechanismus der sGC-Aktivierung und einer Zunahme des intrazelluldaren cGMP zu
einer Inhibition der Thrombozyten-Adhdsion und -Aggregation bei. Thrombozyten
sezernieren ihrerseits Substanzen wie Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat
(ATP) und Serotonin, welche die Freisetzung von NO und Prostazyklin aus intakten
GefiBendothelzellen erhohen.®'”” AuBerdem stimuliert auch Thrombin, das wichtigste
Enzym der Gerinnungskaskade, die Bildung und Freisetzung von NO aus dem
GefiBendothel.'” Diese Mechanismen gewihrleisten unter physiologischen Bedingungen,
dass an Stellen, an denen es zu einer Aktivierung der Thrombozyten und der
Gerinnungskaskade kommt, von intakten Endothelzellen gegenregulatorisch NO freigesetzt
wird, welches zu einer Vasodilatation und Hemmung der Thrombozytenaggregation fiihrt und

107 n GefiBlabschnitten, in

somit der Thrombusbildung und Vasokonstriktion entgegenwirkt.
denen das Gefiendothel defekt oder nicht mehr vorhanden ist, konnen sich Thrombozyten an
die GefdaBwand anlagern und nicht nur — iiber die Freisetzung von Thromboxan und Serotonin
—eine  Vasokonstriktion provozieren, sondern auch - iiber die Freisetzung des
Wachstumsfaktors PDGF — die Proliferation und Migration von glatten GefdBmuskelzellen

.. 89
fordern.

Die endotheliale Dysfunktion fiihrt also zu einer verminderten endogenen
Thrombozyten-Inhibition und einer gesteigerten Sensitivitit der Thrombozyten gegeniiber
deren Agonisten, sowie zu einer Anreicherung von oxidativem Stress und den ,,advanced
glycation end products®, welche entweder direkt den Stoffwechsel der Thrombozyten
stimulieren, oder diese indirekt beeinflussen, indem sie strukturelle Verdnderungen in der
GefidBwand verursachen. Im Umkehrschluss konnten Schifer et al. erst kiirzlich nachweisen,
dass die Verhinderung der endothelialen Dysfunktion in vivo einer Verstirkung der
Thrombozyten-Aktivierung durch eine verbesserte NO Bioverfiigbarkeit vorbeugt.'*®

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass zusitzlich zur Normalisierung der
GefialBfunktion eine Rosuvastatin-Langzeitbehandlung die Thrombozyten-Aktivierung in vivo
reduziert, was liber das Thrombozyten-gebundene Fibrinogen an aktiviertes Glykoprotein
IIb/Illa und die Expression von P-Selektin an der Oberfldache zirkulierender Thrombozyten
bei diabetischen Ratten bestimmt wurde. Eine Vielzahl von weiteren positiven Auswirkungen

einer Statin-Therapie wurden an Patienten mit Diabetes und an Modellen der experimentellen

Hypercholesterindmie beschrieben, wie beispielsweise die aufgehobene Hypercholesterin-
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assoziierte Thrombozyten-Aktivierung, die Abschwichung der Thrombozyten-Reaktivitiit,
der Thromboxan-Biosynthese, der Thrombin-Biosynthese, der Aggregation und des

thrombotischen Potentials,'®!1%1!!

Neben den positiven Effekten ab Beginn der Statin-
Therapie wurde jedoch auch eine Thrombozyten-Uberreaktivitit nach Absetzen der Therapie

beobachtet.'!?

D. V. Primérprivention durch Statine bei Patienten mit Diabetes mellitus

Kiirzlich zeigte die CARD-Studie (Primary prevention of cardiovascular disease with
atorvastatin in type 2 diabetes in the Collaborative Atorvastatin Diabetes), dass eine Statin-
Behandlung von Patienten mit Normwerten fiir Cholesterin und Diabetes Typ 2 ohne
vorangegangenes kardiovaskuldres Ereignis zu einer substanziellen Reduktion
kardiovaskuldrer Ereignisse (wie Mpyokardinfarkt und Schlaganfall) beitr'zigt.113 Diese
Ergebnisse betonen die potentielle Rolle von Statinen und ihrer pleiotropen Effekte fiir die
Primirpriavention kardiovaskuldrer Ereignisse bei Diabetes und werden daher als
Behandlungsoption bei Diabetes-Patienten mit normalen Lipid-Werten diskutiert.'"® Ein
signifikanter Schutz von Herz und GefidBlsystem wurde schon wenige Monate nach
Therapiebeginn beobachtet' " und Cholesterol-unabhingige positive Effekte konnten bereits

in der klinischen Schlaganfall-Privention verzeichnet werden.'"*

Die derzeitige Verschreibungsrate von Statinen zur Therapie des Diabetes mellitus ist relativ
gering, selbst bei Patienten mit gleichzeitig bestehender kardiovaskulidrer Erkrankung. Einer
der Griinde dafiir diirfte wohl die Inhomogenitit der letzten Empfehlungen aus anerkannten
Leitlinien (American Diabetes Association, Joint European Societies, National Cholesterol
Education Programme, NCEP) darstellen'>''®. Die European Society of Cardiology (ESC)
und die European Association for the Study of Diabetes (EASD) postulieren in ihren neusten
Leitlinien klar einen fritheren Einsatz von Statinen vor allem in der Sekundirprédvention. Sie
empfehlen eine strikte Senkung des LDL-C-Spiegels bei Hochrisiko-Patienten mit Diabetes
und symptomatischer CVD unter 70mg/dL (<1.9mmol/l), unabhingig vom Ausgangs-LDL-
Wert.”® Im Rahmen der Primérpravention wird die Indikation zum Beginn einer Statin-
Therapie bei Erwachsenen mit Diabetes Typ 2 ohne CVD gestellt, sobald der
Gesamtcholesterin-Wert von 130mg/dL (>3.5mmol/l) tiberschritten wird. In diesem Fall wird
eine LDL-Reduktion um 30 bis 40% empfohlen.76 Beziiglich ihres hohen Risikopotenzials
wird allen Typ 1-Diabetikern iiber 40 Jahren eine Statin-Therapie nahe gelegt. Im Alter
zwischen 18 und 39 Jahren empfehlen die Leitlinien sowohl fiir Typ 1 als auch fiir Typ 2
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Diabetiker eine Statin-Therapie, sobald weiterer Risikofaktoren wie beispielsweise eine
Nephropathie, Hypertonie, Zeichen eines metabolischen Syndroms u.a hinzukommen."®
Kontrovers dazu sind die Ergebnisse der CARDS-Studie, welche 2/3 ihres Patientenguts aus
Bereichen unterhalb dieser empfohlenen Richtlinien im Rahmen einer Primérprévention
rekrutierte und dennoch einen Riickgang der allgemeinen Mortalitdt um 27%. in der mit Statin
(Atorvastatin 10 mg einmal tédglich iiber 4 Jahre) behandelten Gruppe verzeichnen konnte.
Das Risiko eines kardiovaskuldren Ereignisses konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe um
37% verringert werden, das eines Schlaganfalles sogar um 48%."" In einer Meta-Analyse
beziiglich diverser Statin-Studien konnte eine Reduktion des Schlaganfall-Risikos um jeweils
27% pro 1 mmol/l LDL-C-Senkung festgestellt werden.''” Dariiber hinaus sind 70% der
Diabetiker (ohne vorangegangenes kardiovaskulédres Ereignis und unter der LDL-C-Grenze
von 3.35mmol/l) mit mindestens einem weiteren kardiovaskulidren Risikofaktor (arterielle
Hypertonie,  Nikotinkonsum)  belastet oder Dbereits von einer diabetischen
Langzeitkomplikation (Retinopathie, Albuminurie) betroffen und fallen somit aus der Gruppe
der Diabetiker mit niedrigem kardiovaskulidrem Risiko heraus. Diese Ergebnisse deuten auf
die herausragende Bedeutung einer lipidsenkenden Therapie im Rahmen der
Primérpravention beim Typ 2-Diabetes auch unterhalb der derzeit empfohlenen LDL-C-
Grenze hin. Nicht zuletzt konnte sie denselben Stellenwert wie eine akkurate Blutdruck- und
Blutglukoseeinstellung einnehmen. In jedem Fall zeigt die CARDS Studie jedoch auf, dass
sowohl eine Ausweitung der Indikation fiir den Beginn einer Statin-Therapie bei Patienten mit
Diabetes, als auch eine Senkung des durch eine Therapie zu erreichenden LDL-C-Zielniveaus
sinnvoll sein konnte, zumal wihrend der gesamten Studie keinerlei schwerwiegende durch die
Behandlung hervorgerufenen Nebenwirkungen beobachtet wurden.'"” In wieweit diese

Thesen auf den klinischen Alltag iibertragbar sind, muss allerdings noch erortert werden.

In der vorliegenden Studie konnten wir demonstrieren, dass eine Langzeittherapie mit
Rosuvastatin die vaskuldre Funktion und die Thrombozyten-Aktivierung bei experimentell
erzeugtem Diabetes auch ohne zugrunde liegende Hyperlipidimie giinstig beeinflusst. Die
pleiotropen Effekte der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren beinhalten im Allgemeinen eine
Verbesserung der endothelialen Funktion, der Thrombozyten-Funktion, die Stabilisierung
atherosklerotischer Plaques und die Suppression der vaskuldren Inflammation."'*'"® Statine
iiben eine Vielzahl protektiver Effekte auf das Endothel aus, unter anderem eine
Verminderung der NADH-Oxidase-Aktivitit''” und ein Anstieg der endothelialen NO-
Bioverfijgbarkeit.120 Sie verhindern die Angiotensin II-induzierte ROS-Produktion in der

Aorta von Ratten'?! und verstirken die Funktion des Endothels von gesunden Tieren, was die
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Cholesterol-unabhingigen Effekte auf die NO-Bioverfiigbarkeit erklirt.' "

Erhohte Lipidwerte
als ein Zeichen des metabolischen Syndroms werden fiir gewohnlich hiufig bei Patienten mit
Diabetes Typ 2 beobachtet.'”*'** Unter diesen Bedingungen ist eine Therapie mit Statinen

s o 124125
angezeigt.

Weiterfithrende Studien erscheinen in jedem Fall sinnvoll, da die Etablierung
effizienter therapeutischer Interventionsmoglichkeiten auf die Entwicklung der sowohl an
medizinischer, als auch wirtschaftlicher und gesundheitspolitischer Bedeutung immer mehr

zunehmenden Volkskrankheit Diabetes mellitus in jedem Fall notwendig sein wird.
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E. Zusammenfassung

Diabetes ist assoziiert mit einer endothelialen Dysfunktion sowie einer vermehrten
Aktivierung von Thrombozyten. Beides erhoht wahrscheinlich das Risiko eines
kardiovaskuldren Ereignisses. In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde untersucht,
ob der Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl (HMG)-CoA-Reduktase-Inhibitor Rosuvastatin zu einer
Verbesserung der Endotheldysfunktion und einer Reduktion der Thrombozyten-Aktivierung
im diabetischen Tiermodell beitragt.

Zu diesem Zweck wurde minnlichen Wistar Ratten einmalig Beta-Zell-toxisches
Streptozotocin injiziert und dadurch kiinstlich ein Diabetes mit persistierender Hyperglykidmie
erzeugt. Die Behandlung mit Rosuvastatin (20 mg/kg Korpergewicht téglich)
beziehungsweise Placebo wurde zwei Wochen nach Induktion der Hyperglykimie begonnen
und iiber zwei weitere Wochen fortgefithrt. Die Gefdlfunktion wurde anschlieBend an
isolierten Aortensegmenten im Organbad gemessen, die Bestimmung der Thrombozyten-
Aktivierung erfolgte in frischem Vollblut.

Die endothelabhingige Relaxation der Gefidle, induziert durch den rezeptorabhingigen
Agonisten Acetylcholin, war in diabetischen Ratten signifikant vermindert und konnte durch
die Rosuvastatin-Therapie verbessert werden. Dies lie3 sich hauptsédchlich auf eine deutlich
reduzierte Sensitivitit der GefdBmuskulatur fiir Stickstoffmonoxid (NO) zuriick fiihren,
welche bei den diabetischen Tieren durch eine gesteigerte Superoxidbildung bedingt war.
Rosuvastatin reduzierte signifikant die Bildung der Sauerstoffradikalen und verbesserte
dariiber hinaus die NO-Sensitivitit. Weiterhin konnte durch die HMG-CoA-Reduktase-
Inhibition die Bindung von Fibrinogen an aktiviertes GPIIb/IIla, sowie die P-Selektin-
Expression auf der Thrombozytenoberfliche als Marker der Thrombozyten-Degranulation
reduziert werden, wihrend diese beiden Marker der Thrombozyten-Aktivierung in der
Placebo-behandelten diabetischen Versuchsgruppe erhoht waren.

Aus diesen Ergebnissen lésst sich schlussfolgern, dass eine Behandlung mit dem HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitor Rosuvastatin bei diabetischen Ratten die Endotheldysfunktion der Gefélle
verbessert und die Aktivierung von Thrombozyten durch eine verbesserte Verfiigbarkeit des
endogenen Thrombozyten-Inhibitors NO vermindert. Ubertragen auf das menschliche
Gefilsystem konnte dieser Effekt zu einer Verminderung kardiovaskulédrer Ereignisse durch

eine Statin-Therapie bei Patienten mit Diabetes beitragen.
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